非白血病患者骨髄中に存在するCommon Acute Lymphoblastic Leukemia Antigen（CALLA）陽性リンパ球様細胞の性状に関する研究 by 山上 正彦
金沢大学十全医学会雑誌 第97巻 第 2号 303－316 く1 9881
非白血病患者骨髄中に存在する Co m m o nAc ute
Lym phobla stic Le uke mia Antige nくC ALL Al
陽性リ ン パ 球様細胞 の性状 に 関する研究
金沢大学医学部ノJ一児科学講座 く主任二 谷 口 昂教授1
山 上 正 彦
く昭和63年 2 月18 日受付1
303
正 常成人 ， 正 常小児 く骨髄移植提供者l 及 び 種々 の血 液疾患患者 の 骨髄中 に 存在す る c o mm o n
a c utelym phobla sticle uke mia 抗原 くc o m m o nA L Lantige n， CA L L Al 陽性細胞の性状 に つ い て各種単
ク ロ ー ン 抗体 と フ ロ ー ． サイ トメ トリ ー を用い て 検索 した． 骨髄 リ ン パ 球様細胞中に 占める C A L L A陽性
細胞 の 比 率 は 正 常小児で は 35．6士12．6％ く平均値 士S．D．1， 慢性 良性好中球減少症の 患児 で は35．2士
14 ．9％， 特発 性血 小 板減 小性紫斑 病で は27．3士13．5％， 骨髄転移の な い 固形腫瘍で は32．9 士6．9％と そ
れ ぞ れ高値 を示 し た． そ れ に 対 し て 再生不良性貧血 の 患児 で は 2．7 士4．8％， 化学療法中の 悪性腫瘍で は
6，2士7．3％， 正 常成人 で は 6．3士5．0％と低値で あ っ た ． C A L L A陽性率 は維持療法 を最近中止 し造血再生
がお こ っ て い る A L Lの 患者で有意に 増加 して い た． 同様 の増加現象は骨髄移植 を受けた A L L及び再生不
良性貧血 の 患者に お い て も観察 され た． また C A L L A陽性率 と年齢 に は有意の 逆相関関係があ っ た ． こ れ
ら の こ と か ら， C A L L A陽性率 は骨髄 の増殖活動性 に 影響す る と こ ろの 年齢， 薬剤投与の ス ケ ジ ュ ー ル ， 疾
患の 種類な どの 因子 に よ っ て変動す る こ とが推定さ れ た． Com mon A L L の白血病細胞の螢光強度 は平均
101．7くm ea n cha n n eln u mbe rl で あ っ た の に 対 して， 正 常 俳 白血病性l の C A L L A陽性細胞の 螢光強
度は平均 29．4 と弱か っ た ． フ ロ ー ． サイ トメ ト リ ー を用 い た 二 色解析 に よる と CA L L A陽性細胞 は B4，
O K B 2， H L A－ D R， O K TlO が同時 に 陽性で 一 部の細胞 は Leu16も 陽性 で あ っ たが ， B 2， O K M l， O K T 9，
O K T llは陰性で あ っ た ． さ らに 抗 ヒ トIgM を用 い た螢光染色法 に よ り細胞質内FE 鎖は E PICS C で分画
した C A L L A陽性細胞の 10％ に 染色 され ， ま た te rmin al de o xyn u cle otidyltr a n sfer a s eくTdTl は免疲ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ染色法に よ っ て 20％の 細胞 に 陽性に 染色さ れ た． 以 上 の結果に よ り正 常及び非白血病患者
骨髄中に 存在す る CA L L A陽性細胞 は B 前駆細胞か ら pre－B 細胞 まで の 幅広い 分化段階 に ある B 細胞系
の 細胞群 に 属 して い る と い う こ と が推定さ れた ．
Key w o rds C A L L A， B progenitor cell， bone m a rrow， B M T，flo w
－CytO m etry，
tw o－C Olo r a n alysIS
Gre a v e sらり は初 め て 急性 リ ン パ 性 白血 病 くa c ute た ． こ れ が い わ ゆ る c o m m o nA L L抗原 くc o m m o n
lymphoblasticle uke mia， A L Ll細胞 で 兎 を免疫 し抗 A L La ntige n， C A L L Al で ， 小 児の A L L細胞 の 約
血清を得た． そ の 抗血 清を用 い た検索か ら， A L L細胞 8 0％ に 発 現 し て お り C A L L A陽 性 の 白 血 病
に 比較的広く共通 す る抗原 と して 95－100k Dの 分子 量 くc o m mon A L Llは T 細胞や B細胞白血病に 比 べ 比 較
を持ち等電点5．2 以下 の 単 一 の 糖 ペ プ チ ドが 分離され 的予後良好 と され て い る ．
A bbre viatio n s こA M L， a C ute myelogen o usleuke miaニ A MoL， aC ute m O n O Cytic leuke miai
A L L， a C utelymphobla sticleukemiai Ar a－C， Cytar abin eニ B C G F， B c ellgr o wth fa ctorニ BM ，
bo ne m arr o wニ B M T， bone m arro wtransplantation三 C A L L A， C O m m O n a C utelym phobla stic
leuke mia antige n三 C D， Clu sterdesign atio nニ C M L， Chro nic myelogeno usleuke miaニ C P A，
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そ の 後 Ritz ら2りこよ り C A L L Aに 対 す る 単 ク ロ ー
ン抗体が作製さ れ， フ ロ ー ． サイ ト メ リ ー の発 達に 伴 っ
て 多くの 研究が な され た． そ れ に よ っ て C ALL A は白
血病細胞特異的な腫瘍抗原 で はな く ， 一 種の 分化抗原
と して さ ま ざ まな細胞 に 存在す る こ とが 示 さ れ た． 一
つ は B 細胞の 分化抗原 と し て正 常 ヒ ト骨髄中の 小リ
ン パ 球様細胞 に 発現さ れ て い る こ と3ト 71， ま た免疫 ペ
ル オ キ シ ダ ー ゼ染色に よ っ て腎， 小腸 な どの 細胞 に も
C A L L A様 の 分子 が存在 す る こ と引， ま た 最近 で は
C A L L A は成熟顆粒球， 線維芽細胞 に も発現 して い る
こ とが 示 され て い る
9ト 川
．
こ れ ら の 中で も ヒ ト B 細胞
上
の 分化 ． 増殖の 場 と して の 骨髄中の B 前駆細胞 に お け
る C A L L A発現 の態度 は興味 の 持 た れ る と こ ろ で あ
る ． Cla rk ら4Iは， 正 常成人 の 骨髄リ ン パ 球中に 占める
C A L L A陽性細胞は ， 平均 7．2％， Rya nら引 は 正常成人
で は 平均 4．5％， 小児で は33．7％で あ っ た と報告 して
い る
． しか し Rya nら の 示 した 小 児の 骨髄 は骨髄転移
の な い 固形 腫瘍や， 顆粒球減少症 な どで あ り全く正常
な小 児と は い えな い ． そ こ で著者 は正 常骨髄と し て骨
髄移植提供者 を対照 に して 各種小児血液疾患患児の 骨
髄 に お け る C A L L A陽性細胞 の 分布 に 変化 が な い か
検索 した ． ま た， フ ロ ー ． サイ トメ トリ ー を用 い て 行 っ
Table l． Analysis of C A L L Ao nbo n e m a rr o w c ells
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C A L L A＋ ， C A L L Apo sitiv eニ B M T， bo n e m arr o wtranspla ntatio ni A L L， a C ute lym phoblastic
leuke miai A M L， a C ute myeloge n o u sle uke miai N H L， n O n－Hodgkin lym pho m ai M D S， myelodys
－
pla stic syndr o m ei I T P，idiopathic thr o mbo cytope nic pu rpu r a．
■totaItim esofte sts．
cyclophospha midei F A CS， flu o res c en activ ated c ells orterニ F B S， fetal bo vin e serum ニ
FIT C
，
flu ores cein is othiocya n ateニ G V H D， gr aft v s host dis eas ei
3H－ T d R， tritiated
thymidin eJTP， idiopathic thr o mbo cytope nic purpu r aニ M D S， m yelodysplastic syndr o m e妄
非白血病患者骨髄中の C A L L A陽性細胞の 性状
た抗 C A L L A抗体 と そ れ 以 外の 各種単 ク ロ ー ン 抗体
と の 二 種解析に よ り， C A L L A陽性細胞 の 分化段階に
つ い て考察す る と と も に ， 各種 マ イ トゲ ン に 対 す る反
応性 を検討 し， こ の 細胞の 増加に 関与 する 因子 や， そ
の免疫学的意義に つ い て考察 を加え た．
対象お よ び方法
1 ． 対 象
正常対照 と して小 児は骨髄移植提供者 3名， 成人 は
健康人 5名を用 い た． 血 液疾患患者は 1985 年 1月 よ り
1987年 12月 ま で に 金沢大学附属病院及 び石川県立中
央病院に 外来通院又 は 入院中の患者 82名 を用 い た． 悪
性 腫瘍 の 寛解 中で ， 主 に vin c ristin， do x o r ubicin，
cyclopho spha mide くCP AI， prednis o n eな ど に よ る
化学療法 を継続中の 患者30名 は， う ち急性 リ ン パ性白
血病 くA L Lう17名， 急性骨髄性白血病 くA M L1 4名，
非ホ ジキ ン リ ン パ 腫 くN H L13名， 神経芽細胞腰 2名，
ウ イ ル ム ス 腫瘍 2名， ユ ー イ ン グ 肉腫 1名， 骨髄異形
成症候群 1名 で あ っ た ． その 他， 化学療法を開始前で か
つ 骨髄転移の な い 固形腫瘍 の 患者4名 く神経芽細胞腰
2名， 骨 肉腫 1名， 腎細胞癌 1名ン， 化学療法 を終了後
Table 2． M o n o clo n al a ntibodies u s ed in this study
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の 患者 9名 くAL L 9名1， 再生不展性貧血患者 9名
くう ち重症 7名， 軽症 2名ン， 特発性血小板減少性紫斑
病 く工T Plll名， 慢性良性好中球減少症 6名であ っ た．
ま た， 骨髄移植後の患者は A L L 2名， 急性単球性白血
病 くAM oLう 1名， 慢性骨髄性白血病 くC MU l名，
再生不 良性費血 1名の計 5名であっ た く表 い ．
尚， 骨髄移植 は T ho m a sら1 2糊 の方法に準 じて， 白
血 病 に 対 し て は C P A 60m gノkgx 2＋ 全身放射線照
射 10へ 12Gy く1 回 あ る い は 4 分割1 か ま た は そ れ に
Cyta r abin eくAr a－C12glm 2x 4 を追加 した 前処値 を
施行 した後 H L A一 致兄弟よ り移植 した． 再生 不良性
貧血 に 対 し て は C P A 50m glkgX 4 全身 リ ン パ 節照
射7 Gy を 前処置と して 行VI H L A一 致兄弟 よ り移植
し た． 移植 後 は 移植 片対宿主痛 くgraft v s host
dise a se， G V H Dl の 予 防 に m ethotre x ate ま た は
Ciclo sporin を投与 し た． どの 患者に も症度分類1 41II
O
以 上 の G V H D は見られ な か っ た ．
I王． 骨髄細胞 の 分 離
腸骨 また は胸骨 より骨髄穿刺針 と ヘ パ リ ン 加 注射
器 に て骨髄液約 3 mlを吸引し， 直ち に リ ン酸緩衝液生
理食塩水 くpho sphate buffe r ed s alin e， PB Sl に て 10
Spe cificty
O K T 9
0 K TlO
O K T ll
Bl
a nti Le u1 6
B2
B 4
0 K B 2
0 K B－CA L La
O K Ml







T hym o cyte s， Activ ated lym pho cyte s， Tr an Sfe rrin
r e cepto r
T hym o cyte s， Activ ated lympho cyte s， B M T d Tpo sitiv e
Ce1s， B c ells
E－r O Sette re C eptO r
B c ells， Pre－B c ells
B c ells， Pre－B c ells
B c els
B c ells， Pr e－B c ells， Co m m o nA L L
B c ells， Gra n ulo cyte s， Pre－B cells， Co m mon A L L
Com m o nA L L， Pre－B c ells
C 3bire c epto r
B c ells， Pr e－B c ells， Co m m o nA L L， M o n o cytes，
Activ atedlym pho cytes
M oA b， m O n O Clo n al a ntibody 三 C D， Clu ste rde sign atio n， a Sdefin ed by the Se c o nd Inte rn atio n al Wo rk－
Shop on Hu m anLe ukocyte Diffe r entiation Antige n s三 Ref． ， refe re n c ei Ortho， Ortho Diagnostic Sys－
te m sIn c， Ra ritan， NJi Coulter， Co ulterIm m unolog y， H iale ah， F L． ニ B－D， Be cton－Dickins o n工m m u－
n ocytem etry system s， M o u ntainVie w， C A．
N HL， n O n－ Hodg桓inlympho m ai P B S， phosphatebuffered salin e三 P E， phyc oerythrini P W M，
poke w eed mitoge nニ SAC， Staphyloc o cc u s a u re usCo w a nIニ T d T，ter min aldeoxynu cle otidyl
tran sferas eニ T P A， 12－ 0－tetr adec a o nylphorbol 13－ aC etate．
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倍希釈 し， Fic o11－ Hy paqu eLym phoprep くNyega ard
畠 Co ， ， Oslo， No r w ayl に 重 層 し， 冷却遠心 器に て
4
0
C 400g30分間遠心 し た． 中間層 を と り P BS に て
3 回洗浄 し， し グル タ ミ ン く0．3 m gノmlう， ペ ニ シ リ ン
く200 UJml ， ゲ ン タ マ イ シ ン く10JLglml ， H E P E S緩
衝液 く0．02 M， GIB C O， Gr a ndIsland， N Yl， を含む
R P M I1640培地 くG IB COl に 浮遊 した．
HI
． 単ク ロ ー ン抗体 に よ る 螢光染色法
C A L L Aに 対 す る 単 ク ロ ー ン 抗 体 と し て flu o re s．
c ein is othio cya n ate くFI T Cl 標 識 O K B－ CA L La
くOrtho Diagn o stic Syste m Inc．1 を用 い た ． そ の 他
に 用 い た 単ク ロ ー ン抗体 は O E T 9， O E TlO， O K T ll，
O K B 2， O K M lく以 上 OrthoI， Bl， B 2， B4く以上
CoulterIm m u nologyl， 抗 Le u16， 抗 H L A－D Rく以上
Be cto n． Dickin s o nIm m u n o cytom etry Syste m sl を
用 い た． それ ら の抗体 は認識す る細胞表面抗原 を表 2
に 示 す ． 分離 した単核細胞 を浮遊 した検体 0．1mlに 対
して 単ク ロ ー ン抗体 2．5ノ上l を加 え， 4
0
C， 30分静置 し
た． FIT．C の標識さ れて い な い 一 次抗体の 場合は ， ア ジ
ドナ ト リウ ム 添加 P B SくP B S Al に て 2 回洗浄後， 二
次抗体 と し て蛍光標識抗 マ ウス ． ヤ ギ抗体 くCappel
Lab．Inc． Co chr an Ville，P Al を 2．5JLl加 え再 び 4
0
C，
30分静置 した． その後 1回の み洗浄 し て下記 の ご とく
解析 した．
押 ． 2種 の 単ク ロ ー ン抗体 に よ る 二 重 染色法
染色 に 用 い る 2 種 の 抗 体 が そ れ ぞ れ FIT C と
phyc oe rythrin くP Elで 標識 さ れ て い る場合は， そ れ ぞ
れ の抗体 を同時 に 加えて 4
0
C，30分静置 した ． P E標識
の 抗体 が な い 場合 は P Eで 染色 し た い 抗体 く精製抗
体う を 一 次抗体 と して用 い ， 二次抗体 と して ビオ チ ン
標識抗マ ウス ． ヤギ抗体 くTago ， In c． Bu rlinga m e，
C Al， さ ら に 三次抗体 と して P E標識 ス ト レ プ トア ビ
ヂ ン くStrepto a vidin， Be ckton Dickin s o nl を 用 い た ．
三 次抗体 を加 える 際 に 同時 に 他方 の FI T C標識抗体
も加 えた．
V ． 測 定及 び細胞分画法
測定 に は フ ロ ー ． サ イ ト メ リ ー S P E C T R U M III
くOrthol を用い ， 細胞 の大 き さ くfo r w ards c atte rJ，
直角散乱光 くright s c atte rl は末棺血 リ ン パ 球 と同様
の 領域 に 設定 して解析 した ． 2 色解析に は FCM デー
タ解析 プ ロ グラ ム くDS－1， Ortholを用い た ． ま た陽性
細胞の 分画に は flu o re s c en c e a ctiv ted cells o rte r
くF A CSI で あ る E PI CS Cく o ulter ele ctr o nic s，
H iale ah， F Ll を用い た2 4l． 分画 した C A L L A陽性細
胞 は Cyto spin 2 くSha ndo nSo uthe rn Pr odu cts Ltd．
Englandl を用 い て ス ライ ド標本 を作製 し た． M ay－
Grtin如ald－ Gie m s a染色 に て細胞 の形態を観察 した．
上
Vl． T d T染色 法
ス ラ イ ド標本 を 4
0
C メ タ ノ ー ル で 30 分 間固定 し
P B Sで 5分間洗浄後冷風乾燥 した． 非特 異的結合 を防
ぐ た め に 10％ヤ ギ 血 清1 5ノJlを添加後 ウサ ギ抗 Td T
抗体 くBethesda Res e a r ch Lab． Life Te chn ologies，
In c． Gaithe rbu rg， M D1 15JLlを の せ 湿 潤箱中に 室温
30分間静置 し た ． P B Sに て 5 分間ず つ 3 回洗浄後
0． 1％ H202 添加 P B Sに て 室温 15分間反応さ せ た． さ
ら に PB Sで 3 回洗浄後 Hs uら2 51の 開発 し た A B C法
に よ り ビオ ナ ン 化 ヤ ギ 抗 ウ サ ギ IgG くVe cto r Lab．
In c． Bu rlinga m a， C Al を 15JLlの せ室温 30分間湿潤
箱に て静置． P B Sに て 3 回洗浄後 ア ビテ ン ． ペ ル オ キ
シ ダ ー ゼ複合物 くVe cto rIn c．115plを のせ 室 温 30分
間静置 した． P B Sに て 3回洗浄後 3－A min o－9－ ethyl－
c a rba s ole くA E CZ， A ldrich C he mic al Co mpa ny，Inc．
M ilw a uke e， W Il， H202， ト リ ス緩衝液 に て発色させ
た． 最後 に カ ラ ッ チ ー へ マ トキ シ リ ン く武藤化学1 に
て 10分間後染色を行 っ た ．
用 ． 細胞質内 メ 鎖の 染色法
T d T染色と同様 に ス ライ ド標本 を作製 し， Ke arny
ら261の 方 法 と同様 に ， 空 気乾燥後 5％酢酸 95％エ タ
ノ ー ル に て一200C 20分間静置 し固定 し た． P B Sに て
洗浄後， FI T C標識抗 ヒ トIgM くTago ，In c．う20倍希
釈液 を 0．1ml の せ 湿潤箱 に て 30分静置 した． 洗浄後
50％グ リ セ リ ン に て 封 入 し費光顕微鏡下 に て観察 し
た
．
用 ． 骨髄及 び末棉血単核球 の 各種 マ イ トゲ ン に対す
る反 応性
1 xlO5 個 の 被検 細胞 を 10％牛 胎児血 清 くねtal
bovine se r u m， F B S， GI B C Ol 加R P M I1640培養液
0．2 ml に 浮 遊 し， マ イ ク ロ プ レ ー ト くNo ． 3042，
Falc on Pla stic， Ox n a rd， C Al を使用 して 培養した．
マ イ トゲ ン は あ らか じめ検定 を行 い ， 5倍希釈の ポ ー
ク ウイ ー ド マ イ トゲ ン くpokew eed mitoge n， P W M，
GI B C Ol を 10JLl ml， 又 は 100倍希釈 の 黄色 ブド ウ球
菌コ ー ワ ン I株 くStaphylo c o c c u s a ur e sCo w a nI
楓 S A C， M eloy Lab． Splingfield， V A1 10JJllmlを
使 用 し， 5％ C O2 イ ン キ ュ ー ベ ー タ ー で 37
0
C120時
間 培養 を行 っ た． 培 養 停 止 24時間 阻 に tritiated
thymidin eく3H－ T d Rl を 1JJCilml加 え， 細胞内 へ の
取 り込 み を液体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て 測定
した ． 培養は す べ て トリ プ ル で 行 っ た ．
1X
． 統計学的検定法
得 られ た 成績は す べ て 平均値 士標準偏差で 示 し た．
2群 の平均値の差 の 検定 には各群の 正規分布 を確認で
き な い 乱 W ilc o x o nの 順位和検定 を用 い た ． 同様 に 2


















非白血病患者骨髄中の C A L L A陽性細胞の 性状
No r m qしNorm QしDu ring o ff lT P A．A． Neu十r ope niQ
Chiしdren くコdutl che m． 十he r 8Py
l一． 1
A L L
Fig． 1． T he pe rc e ntage of C A L L Apo sitiv e c ellsin bone m arr o w c ells－ Eightbo n e
m ar r o w s a mple s w e re obtained fr om 3nor m alchildre n who w er edo n o r sfo rbo n e
m ar r o wtra n splantatio na ndfrom 5adultv olu nte er s afterinfo rm ed c o n s e nts－ Bar
indic ates m ean fo re a ch gro up． che m．， Che m other ap y ニA ． A ． ， apla stic an emia．
成 績
工 ． 正 常及 び各疾 患 に お け る C A L L A陽性細胞の
比 率
表 1 及 び 図 1 に 示 す よ う に ， 正 常小児で は 35．6士
12．6％ く平均値士S．D．う， 正 常成人 で は6．3士5．0％で
両者間 に は有意差が認め られ た くpく0，05う． 各疾患別
に お い て は， A L Lの 化学療 法 中 の 患者 で は 5．9士
7．0％， 治療終了 後の 患者で は 28．4 士12．3％と終了 後
に有意の 上 昇が 見 られ た くpく0．01l． A ML で 寛解中
の 患者で は 16．5士27．3％， N H Lの 寛解中の 患者 で は
20．1 士24．8％ で 個体間に ば ら つ き が 見ら れ たが ， 抗癌
剤投与開始数 日間 で は ほと ん ど 0％に 近く， 薬剤間軟
投与 の 患児で は， ク ー ル 開始直前 で 高い 傾向が見ら れ
た
． 固形腫瘍 で は初診時の 治療開始前， 治療開始後 を
比 較す る と， 治療前で は正 常小 児と ほ ぼ同様 で あ っ た ．































Mo n十hs of寸er B M T
Fig． 2． Re c ov e ry of C A L L Apo sitiv e c ells afte r




ye a rs oldpatient with A L Lニ ■
． ． ． － － ． ■ ， 2 ye a rs
old patie nt with AL Lニ 0
． － － － ． ． 0 ， 9 ye a rs old
patie nt with A． A ．ニ ロ ，10ye a rs oldpatie nt with
C M Lニ A ， 3ye a rs oldpatie nt with A MoL
308
が ， 軽症か ら重症化 した例で は 19．0％か ら 0．3％ へ と




P で は 27．3士13． 5％で正
常小児 と ほぼ 同率であっ たが ， そ の う ち急性の 患者で
は 31．2 士11．4％， 慢性の 患者で は 9． 9士6．6％で あ り急
性の患者の 方が有意に 高か っ た くpく0．05ン． 慢性 良性
好中球減少症 で は 35．2 士14．9％ で正 常小児 と ほ ぼ 同
様であっ た．
江 ． 骨髄移椿後 の 患者 に お け る C A IJL A陽性細胞
の 増加
骨髄移植後 の患者骨髄中 の C A L L A陽性細胞 は移
植後 1 ケ月 まで は 5％以 下で あ っ た が， 移植後 1 ケ月
頃 を過ぎて急激 に 増加 し移植後 3 ケ月 に は40％ に ま
で 達 し た く図 2I． 移 植後 1 年 を 経過 し た A MoL，
C M L の 2例は それ ぞ れ 19．2％， 38．0％で あ っ た ．
皿 ． 正 常及 び 非白 血 病患者骨髄細胞 の C A lエA陽
性率と年齢と の 関係
表 1及 び 図 1 に 示 し た 比 較 的 正 常小児 と 近 い



























中球減少症， 治療終了後 の A L L を選び ， そ れ ぞれ の 疾
患患者と正 常小児， 正 常成人 の 個々 の C A L L A陽性率
を年齢別に 検討 した． 図 3に 示 す よう に ，
y ニ 36．1
－ 1．17x くr こここ ＋ － － 0．58う
y， C A L L A陽性率三 X， 年齢
と， 年齢 と C A L L A陽性率の 間に は有意の 負の 相関を
認 めた くpく0．0い．
N ， 正 常 骨髄 細 胞 の C A L L A と白 血 病 細 胞 の
C A L L Aの 比 較
Co m m on AL L の白血病細胞と 正常小児及び各種血
液疾患 に 見ら れ る正 常 く非白血病性う の C A L L A陽性
細胞 を S P E C T R U M IIIに て そ の 螢 光 強度 を1in ear
S C ale で比較 した． 白血 病細胞以外の C A L L A陽性細
胞 は ほ と ん ど が 螢光強度 が 弱 く m e a n cha n n el は
29．4 士3．5く平均値 士S．D ．1で あ っ た ． それ に 対し て初
発 A L L患者 8例に つ い て測 定 し た と こ ろ 白血病細胞
の C A L L A強度 は，30．5 と弱 か っ た 1例 を除 い て非常
に 強く 101．7士26．4 であ っ た ． 正 常及 び白血 病の 代表
0 2 4 6 810 15 20 25
Age くye q r sI
Fig． 3． Co rT elatio nbetw e e n age a nd pe rc e ntage of C A L L Apo sitiv e c ells in bo n e
m arT OW ． Ea ch pointr epre s entsthe data fr o mpatie nts with off－the r ap yA L L，I T P，
Chr o nic be nign n e utrope nia a ndfrom norm alv olu nte ers．
非白血病患者骨髄中の C A L L A陽 性細胞 の 性状
例1例づ つ の ヒ ス ト グラ ム を 図4A， B に 示 し た．
V ． 正 常 C A L LA 陽性細胞 の こ 色解析
C AL L A陽 性細胞 が同時に どの よう な表面抗原 を持
つ か 検索 す る た め に O K B－CA L La と そ れ 以 外の 数種
の単ク ロ ー ン 抗体 との 二色解析を試 み た く図 5う． こ の
二 色 解析 に よ り C A L L A陽性細胞 は， B 4， O K B2，
H L A－D R， OK T lOの そ れ ぞれ の 陽性細胞群の 中に す
べ て含ま れ た． Le u1 6 は C A L L A強度 のか な り弱い 陽
性細胞 の 一 部 に 弱 く 陽性 で あ り こ の 例 に お い て は
C A L A
＋ Le u16
－
が 36．3％に 対 し て C A L L A＋
Le u16＋ は 2．2％ に しぎ なか っ た ． C A L L A－ Le u16＋ は
7．1％で あ っ た ． 他の 例 に お い ても C A L L A＋ Le u16＋
は 3．5士1．2％ く平均値 士S． D．う と い う比 率で あ っ た ．
C A L L A陽性細胞 と B 2， O K T 9， OK M l， O K T ll の 陽
性細胞 は完全に 別の 群を成 し， 両者が 同時 に 陽性 の 細












VI． C A LA 陽性細胞 の E PI C S Cに よ る単離
E PI CS Cに よ り分画 し た C A L L A陽性細胞 と陰性
細胞 をSPE C TR U MIIIに て 再検 した く図4．C， Dl． 陽
性 と し て 分 画 し た細胞群 の C A L L A陽性率は 95．6％
で ， 陰性群の C A L L A陽性率は 5．8％で あ っ た ． そ れ ぞ
れ の ス ラ イ ド標本 を M ay－Griin wal d．Gie m s a法 に て
染色 した． 図 6 に 示 され て い る よう に C A L L A陽性細
胞の 大多数は小型 リ ン パ 球の 形態を示 し， 胞体 は好塩
基性 で あ っ た ． 少数の 大型の リ ン パ 芽球様細胞 も混在
して い た． そ れ に 対 して C A L L A陰性細胞 は単球や未
熟な顆粒球 な どが 多く含まれ て い た．
明l． T d T 及び細胞質内 ル 鎖の 染色性
C AL L A陽性細胞の ス ライ ド標本で は小型の リ ン パ
球様細胞 の う ち平均20％ に T dT が 陽性 に 染色 さ れ
た ． 大型 の細胞 に は T d T は染色され なか っ た ． 細胞質
内JL 鎖 は C A L L A陽性細胞 の う ち平均 10％に 陽性 で
5 0 100 150 更r扇訂
Fしuo re scein in十e nsけy
Fig． 4． Flo wcytom etric a n alysis of C A L L Apo sitiv e c ells こくAI c o m m o nA L Lc ells，
くBIn9r m al bo n e m a rr o w c ells，くCIso rted C A L L A
＋
c ells， a ndくDンso rted C A L L A
－
c ells． Cha n n eln u mbe r of C A L L A inte n sitybylin e a r sc ale w a slO8．0士49．8くm e a n士
S．D．HAンa nd 30．9士21．5くBl．
31 0
あ っ たが ， な か で も比較的大型の 細胞 に 多く染色され
た
．

























































































ー ． 一 一 － J し． ．． ヰ
OKB2 HLA － D R
Fig．5． Co rr elated e xpres sion of C A L L Aa nd othe r
c ellsu rfa c e antige ns on bo n e m a rr o w c ells of a
BM T donor． Bo n e m a rr o w c ells w er edo uble－
stained with flu o r e sc ein is othio cya n ate くFIT CI
c o njugated O K B－CA L La a nd phyc o erythrinくP EI
C O n5ugated Le u16， B 2， O K Tll， H L A－D Ro r n o n－
cynjugated m o n o clo n al antibodie s くc o ntr ol
a scite s， B4， O KB 2， O K T 9J， O K T lO， O K M II．
上
E PIC S Cに よ っ て 分画 した CA L L A陽性細胞の マ
イ ト ゲ ン に た い す る
3H － TdR の 取 り 込 み を表 3 に 示
す
． 対照 と して非分画骨髄単核細胞及 び成人末輸血単
核細胞 を用 い た． 非分画 骨髄細胞 お よ び C A L L A陰性
細胞 は マ イ トゲ ン 非添加 に お い て も 3廿 T d R の取り
込 み は高値で マ イ トゲ ン 添加に よ っ て も 著明 な変化 は
認め ら れ なか っ た ． C A L L A陽性細胞 は マ イ トゲ ンの
添加 ， 非添加に か か わ らず 3牲 TdR の 取 り込 み は低値
で あ っ た ．
考 案
正 常骨髄 に 発生 す る C A L L A陽性 の リ ン パ 球 様細
胞 は ヒ ト に お い て 認識で き る 最も 未熟 な B 細胞で あ
る た め， また c o mm o nA L Lの 細胞と 表現型 が 非常に
類似 して い る ため興味の もた れ る と こ ろ で あ る． これ
ら の細胞は小児の 骨髄や様 々 な胎生の組織中 に有意に
数多く存在 して い る こ とは す で に 知ら れ て い る が， 著
者は ま ず小児の 血液疾患の 種類 に よ っ て その 比 率が ど
の よ う に 変化 して い る か 検索し た． そ の 結果， 全く の
正常ノJl児 で あ る骨髄移植提供者と血 推疾患 の 中で小 児
慢性良性好中球減少症，工T P， 未治療の 骨髄転移の ない
固形腫瘍 で は 骨髄 リ ン パ 領域中の C A L L A陽性細胞
は 20旬 50％と高値 を 示 した の に 対 して 再生不良性貧
血 で は5 ％以 下と低値 で あ っ た ． ま た化学療法中の 患
者 に 比 し て 3年間の 治療 を終 了 し た 患者 で C A L L A
陽性細胞が有意 に増加 して い る こ と， 骨髄移植患者で
は移植後 1ケ月よ り急激に 増加 して い る こ と な どよ り
Gr ea v e sら271が 記載 した の と 同様， 増殖 中あ る い は回
復中の 骨髄 に C A L L A陽性細胞 が増加 し て い る こ と
が明 ら か と な っ た ． また ， これ ら高値 を と っ た正 常小
児及 び各疾患患児 の C A L L A陽性率 を年齢別 に 比 較
し た と こ ろ 年齢 と C A L L A陽性率 の 間 に r こ －0．58
で 有意な負の 相関関係が認め られ た． 以 上 の こ と か ら
骨髄中の C A L L A陽性細胞 の 比率は年 齢， 薬剤投与 ス
ケ ジ ュ ー ル ， 疾患の 種類 な ど骨髄 の 増殖状態 に 関与す
る 因子 に よ っ て影響 を受 けて い る こ とが 推定 され た．
次 に こ の 小 児に 増加 して い る C A L L AくC DlOl 陽性
細胞 は どの 系統の 細胞で あ るか 確 か め るた め 数種の 単
ク ロ ー ン 抗体 を用 い て 二 色解析を試み た． そ の 結果，
C A L L A陽性細胞 は B細胞で あ る こ と を決定 す る B 4
くC D 191 が陽性， B細胞 に 表現 さ れ る H L A－D R， O K B 2
も 陽性 で あ り， 活性 化抗原 で あ る O K TlOも 陽性 で
あ っ た ． それ に 対 して， 成熟 B細胞に 表現さ れ る B2
くC D 21l， 単球 ， 顆粒球 に 表現 さ れ る OK M l， トラ ン ス
フ ェ リ ン レ セ プタ ー で ある O K T 9， 全 ての T 細胞に 染
色さ れ る O K T llくC D 2うは す べ て 陰惟 で あ っ た ． よ っ
て C A L L A陽性細胞 は顆粒球， 単球， 赤芽球系の 細胞
非白血病患者骨髄中の CA L L A陽性細胞の性状
とは明 ら か に 異 な り， ま たリ ン パ 球の 中で も T 細胞 や
成熟 B細胞と も異 な る幼若 B細胞 で ある と 推論さ れ
た
． 一一 方， Le u16 くCD 201 が一 部 陽性 で あ る こと ， さ
ら に 細胞質内JL 鎖 も
一 部の C A L L A陽性細胞 に 認 め
られ た こ とか ら未熟な B リン パ 球の 中 に 成熟 B細胞
に近 い 細胞群 を含ん で い る と考 えられ た． Rya nら51は
C A L A陽性細胞 を 二 色解析を行う に あ た っ て 螢光強
度の 強弱 に よ っ て 2 つ の 亜 群 に 区分 し， 成 熟段階 に
よ っ て強度の 強い 方は T d T陽性 で未熟な群， 強度の
弱い 方は B l陽性 で よ り成熟し て い る群で あ ろう と 推
定して い る ． P W M， S A C な どの マ イ トゲ ン は成熟 B
細胞に 反応す ると さ れ て い る が， 今回著者の 分画 した
正常 CA L L A陽性細胞 が こ れ ら の マ イ ト ゲ ン に 全 く
反応し なか っ た こ と は ， 正常 C A L L A陽性細胞 の 成熟
度を示す 一 つ の 指標と な ると思わ れ る． Cla rk ら41は骨
髄 の B 細胞 の 大部分 を C A L L A陽性細胞 が占め る の
で骨髄 B細胞は幼若 で あろう と 言 っ て い る 一 方， 彼ら
は細胞 を分離せ ずに 検索 したた め， リ ン パ球領域に 顆
粒球系細胞や ， 問質細胞， 線推芽細胞 な どが入 っ て き
たた め に ， C A L L A陽性率が高値と な っ たの か も しれ
な い と述 べ てい る ． しか し著者の 二 色解析で は リ ン パ
球以外の 細胞の 混入 の 可 能性 はほ ぼ否定す る こ と が で
きた
．
著者の 検索 し た例 で は正常 の C A L L A陽性細胞 は，
どの 例 に お い て も 螢光強度 の 弱 い 細胞 が 90％以上 を
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占めて い た ． 多く の 白血病細胞 は螢光強度が強く， こ
の 差は 腫瘍細胞に よる 抗原密度の変化なの か細胞の よ
り未熟な段階 に あ る ため なの か 現在の と こ ろ分か っ て
い な い ． し か し ご く 最近著者 は螢光強度 の 弱 い
c o m m o nA L Lを 1例経験 して い るの で後者の 可能性
の 方が 高い の で はな い か と考 えられ る． 以上の こ とか
ら 推 察 さ れ る B細 胞 の 分化過 程 を 図 7 Aに 示
す2 8ト 3り
． す な わ ち， Td T陽性の リ ン パ 芽球が B細胞
抗原で あ る C D 19 を発現 し， 分化 に従 っ て C DlOが 強
陽性 に 現 れ ， 次 に C DlOの 減 少 と T d T の消失 に 変
わ っ て C D20， 細胞質内 メ 鎖と順 に 出現 し， 最後 に 表面
免疫 グロ ブ リ ン と C D21が発現され る とい う も の で あ
る
．
こ の 分化模式図に 基づtlて考察す ると， 今 回著者
が分画， 解析 した 正常骨髄の C A L L AくC D lO陽性細
胞 は T d T陽性細胞 か ら細胞質内メ 鎖の 出現 して い る
pre－B 細 胞の 段 階 ま で の幅 を 持 っ た 異質性 くhete ro－
ge n eitylの あ る集団で ある こ とが推察され る． そ れ に
対 して c o m m o nA L の 細胞に つ い て は， Ryan ら321
が TdT， B lくCD 201 の 表現が 正常 な B 細胞 の 成熟過
程と は異な り， T d T が陽性で あ りつ づ け， Bl は細胞質
内 メ 鎖の消 丸 発現と は 一 致 しな い と い う 図7 Bの よ
う な分化過程 を提案 してい る．
さ て 悪 性 腫瘍 の 化学療法中 の 患者 で は骨髄中 の
C A L L A陽性細胞 は著明 に 減少して い た が， 治療終 了
後に 急激 に 回復 して く る こ とが 認め られた ． こ の 過程
Fig． 6． T he m o rphologic al ap pe a r an c e ofs rted C A L L Apo sitiv e c ells． Cyto spin ed
C ells w e re stain ed by May
－ Grun w ald－Gie m s aくOrigin al m agnific atio n Xl OOOl．
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Table 3． M itogen re spon siv e n e ss of bo n e m a rr o w
C A L L Apo sitiv e c ells
Exp． Sa mple 聯紆 是私 琵
Exp． 1． B M l．
M N C 9878 7345 1 0551
C A LA＋ 830 951 N．D．
C A L L A－ 2519 101 39 N．D．
B M 2．
M NC 8941
P B L l． 1768
Exp． 2． B M l．
M N C 6352
CAL L A＋ 482




M N C l1746
P B L l． 650
P B L 2． 4511
Exp． 3． B M l．
M N C 19233
P B L l． 650
P B L 2． 4188
Exp． 4． B M l．
M N C 24021
















Bo n e m a r ro w c ellsく105Ia nd c o ntrolperipheral
blo od lym pho cyte s w e replated in 96 mic r o，
W ells， a nd w e r ein c ubated with SA Cく10
－ 4vol
V Ol o rPW M く1こ501in 3 r C 5％ C O2 fo r5
days． At 24 ho u rsbefo r eha rv eSt， 1JLCi
3H －
T d Rw as added， andthe uptake of
3H －T d Rw a s
m e a su r ed． T he data a r e e xpr es sed a s m e a n
C O u ntS fo r triplic ate c ultu re s． Exp． ， eXperiー
m entニ S A C，Staphylo c o c c u s a u r e u sCo w a nIニ ，
P W M， pOke w e ed mitoge nニ C P M， C O u nt pe r
min uteこ B M， bo n e m arT O Wi M N C， m O n O．
n u cle a r c ellsニ C A L L A
＋
， S O rted C A L L Apo si．
tiv e cellsニ C A L L A．， S O rted C A L L Anegativ e
C ellsニ N ．D． ， n Ot do n eニ P B L， pe riphe ral blo od
lym pho cytes，
上
で骨髄 と末梢血 で は どの よう な 変化が起 こ っ て い るの
か それ ぞれ の 材料 よ りリ ン パ 球を分 離 し， 免疫学的に
検索 し た． それ に よ れ ば化学療法中は T 細胞系は末梢
血， 骨髄と も に 比 率の相対的増加 と マ イ トゲ ン に対す
る反 応性の 軽度低下 の み で あ っ た の に 対 し， B 細胞系
は比率， 反応性 と も に 著明な低下を示 した が ， 治療終
了 後 に は す み や か に 正 常域 に 回復 し て い た ． H itzig
ら3 31， Rapso nら
341
， Layw a rd ら
3 51
， Su z uki坤 も 同様
の結果 を報告 して い る ． 骨髄移植後 の 免疫状態に つ い
て は W ither spoo n ら3 71が 移植後早期の 患者 B細胞 は
正常 丁 細胞 に よ っ て も免疫 グ ロ ブ リ ン 産 生を刺激さ
れ ず， 一 方患者 丁 細胞 は正 常 B細胞 の 免疫 グ ロ ブ リ
ン産 生 を刺激 しな い ばか り か正 常 丁 細胞 と正 常 B細
胞 の 培養下に お い ての 免疫グ ロ ブ リ ン産生 を抑制する
こ と を報告 して い る． こ の よう に ， 移植後の 患者で は
免疫 グ ロ ブリ ン産生 が 極度に 抑制さ れ て い る こ とから
fe ed ba ck system に よ り B 細胞系が賦清化され B前
駆細胞 が急激 に増加す る こ と とな る と も考 えら れる．
化学療法 に お い て も 同様 に 末棺血， 骨髄 に お ける B細
胞が抑制 をう け比率， 反 応性が低下す る が， 化学療法
終了 に と も な い 一 気 に B前駆細胞及 び B 細胞が増加
す るの で あ ろう ．
最後に こ の C A L L A陽性細胞 を成熟 し た B 細胞 に
分化誘導す る物質や増殖 を調節す る物質 を明ら か に す
る こ と が急務だ が， 現在の と こ ろ白血 病細胞 に お い て
は Nadle rら 叫 は 12．0 －tetr ade c a o nylpho rbol 13．
a c etate くTPAl と リ ン パ 球 培養上 清 く1ym pho cyte
c o nditio n ed m ediu m， L C Ml で B l陰性 ， 細胞質内JL
鎖陰性の CA L Lか ら B l と細胞質内JL 鎖 を誘導でき
た と報告 して い る． W6 rm a n nら3 91は低 分子 B 細胞増
殖因子 くB c e11gr o wth fa cto r， B C G Fl が B 前駆細胞
白 血病細胞 の増殖 を誘導 す る と 報告 し て い る し，
7 H L A－ D R H L A－ D R H LA－ D R H L A－ D R H L A－ D R H LA
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Fig．7． Sche m atic repre se ntatio n s of B c ell differentiatio n． くAl n o rm al B c ell
diffe re ntiatio n． くBI B c ell lin e age A L ． CD 34， m O n O Clo n al a ntibody again st
im m atu rele uko cyte sニ CL A， CO m m O nle uko cyte a ntigenニ Slg， Su rfa c eim m u n o
－
globulin ．
非白血病患者骨髄中の CA L L A陽性細胞 の 性状
Ucku nら
40，も B前駆細胞白血病細胞 は低分子 B C GF，
高分 子 B C G Fの レ セ プタ
ー を も っ て い て それ ら の添
加培養 に よ っ てin vitr oコ ロ ニ ー 形成 や 3H ．T d Rの
と り こ み の 増加が 見ら れ， 増殖 を刺激 する こ と は つ き
とめ たが ， 表面 マ ー カ ー の 変化 な どの 分化 を誘導す る
こ と は 確 認 で き な か っ た と 報 告 し て い る． ま た
La ndreth ら
4り は 周期性好中球減少症の 尿に は B リン
パ 球の 産 生を調節す る 因子 を含んで い る と報告し て い
る
．
一 方ま た Hokela nd ら2 7りま胎 児骨髄細胞 に T P A
と L CM を添加培養 し て C A L L A陽性細胞 を成熟 さ
せ る こ とが で き たと 報告して い る． 著 者は正 常骨髄の
C A L L A陽性細胞に イ ン タ ー ロ イ キ ン 2， イ ン タ ー ロ
イ キ ン 3， T P A， 周期性好中球減少症 の尿 な どを添加
培養し表面抗 原 の 変化や 3H －T d Rの 取 り込 み を 測定
したが特 に 分化誘導， 増殖 を刺激す る 因子 を明ら か に
す る こ と はで き なか っ た ． お そ らく こ れ らの 因子 の 至
適濃度の 検討や他の 成長因子 ， 例 えば低 分子 B C G Fな
どを含む 多国子 の 同時添加な どの さ らな る工 夫が必要
で あろ う と思わ れ る．
結 論
正常成人 ， 正 常小児 く骨髄移植提供者う， 種 々 の 血 液
疾患患者の 骨髄細胞 に お け る C A L L A陽性細胞 の性
状に つ い て単 ク ロ ー ン 抗体 と フ ロ ー ■ サ イ トメ ト リ ー
を用 い て 検索 し， 以 下の 結論 を得た．
1 ． 骨髄 リ ン パ 球様細胞中に 占め る C A L L A陽性
細胞の 比 率は正 常小児， 慢性良性好中球減少症， 特発
性血小板減少性紫斑病， 骨髄転移の な い 固形腰瘍で は
20％ へ 50％の 高値を 示 した ． それ に 対 して 再生不良性
貧血， 化学療法中の 悪 性腫瘍， 正 常成人で は ほ と ん ど
が10 ％以下と低値で あ っ た ．
2 ． C A L L A陽性率 は維持療法 を最近中 止 し た
A L Lの 患者や 骨髄移植 を受 け た A L L 及 び再生 不良
性貧血 の 患者に お い て 急激な増加が観察され た ．
3 ． Co m m o nA L Lの 白血病細胞 の 螢光強度 は強
か っ たの に対 し て， 正 常の C A L L A陽性細胞は弱い 螢
光を示 した ．
4 ． フ ロ ー ． サイ トメ トリ ー を用 い た 二 色解析に よ
ると C A L L AくC Dl O陽性細胞 は B 4くC D 19l， H L A．
D R， O K T lO が同時 に 陽性 で 一 部 の 細 胞 は Leu16
くC D 201 も 陽 性 で あ っ た が ， B 2くC D 21l， O K M l，
O K T9， O K T llくC D 2う は陰性 で あ っ た ．
5 － 細胞質内JL 鎖 は E PICS．C で 分 画 した C AL LA
陽性細胞 の 10％ に 染 色 さ れ， T d T は 20％に 陽性 で
あっ た ．
こ れ ら の こ と か ら， 骨髄細胞中の CA L L A陽性細胞
は骨髄 の 増殖活動性に 影響す る と こ ろ の 年齢， 薬剤投
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与 ス ケ ジ ュ ー ル ， 疾患 の種類 な どの因子 に よ っ て変動
す る こ とが推定され る． ま た正 常骨髄中の C ALLA 陽
性細胞 は B 前駆細胞か ら， pr e－ B細胞ま で の 比 較的広
い 分化段階に あ る B 細胞系統 に 属 して い る と 思わ れ
た．
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